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可培养肠道细菌对南亚果实蝇生殖力的影响
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摘要 为明确检疫实蝇害虫南亚果实蝇（Zeugodacus tau Walker）雌成虫的肠道优势菌株种类及它们对南亚

果实蝇取食能力、营养状态和生殖力的影响，通过平板分离与分子鉴定技术进行可培养菌株的分离与菌种分析，

进一步进行抗生素处理与肠道优势菌株回补处理，检测南亚果实蝇取食量、血淋巴氨基酸含量和产卵量。结果

显示：清除肠道细菌可显著降低南亚果实蝇雌成虫的产卵量、取食量和血淋巴氨基酸含量，降至正常雌成虫（无

抗生素处理，对照）水平的 34.9%、43.2%和 60.8%。鉴定出的 9种可培养菌株，分别隶属于变形菌门（Proteobac⁃
teria）和厚壁菌门（Firmicutes），主要分布在肠球菌属（Enterococcus）、肠杆菌属（Enterobacter）和芽孢杆菌属（Ba⁃
cillus）；而其中的优势菌株为 Enterococcus sp. ZYY 2-97（57.41%）和 Bacillus sp. ZYY 1-83（17.59%）。回补

ZYY 2-97和ZYY 1-83菌株后南亚果实蝇雌成虫的总产卵量分别显著恢复至对照的 75.00%和 86.98%，取食量

显著恢复至对照水平的 117.53%和 117.85%，而血淋巴氨基酸含量显著恢复至对照水平的 94.80%和 87.81%。

以上结果表明，肠道细菌可通过调控南亚果实蝇雌成虫的取食能力和营养状态而影响宿主生殖力，而且其中的

优势菌株发挥了关键作用。
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南亚果实蝇（Zeugodacus tau Walker） 又名南亚

寡鬃实蝇，俗称南瓜实蝇、瓜蛆，属双翅目（Diptera）
实蝇科（Trypetidae）寡鬃实蝇属（Zeugodacus），是一

种严重、多食的世界性检疫害虫，主要危害 16个科 80
余种瓜果植物［1］。南亚果实蝇发育周期短，产卵量

大，产卵期长，而且雌成虫刺破瓜皮产卵后，其幼虫

取食蔬果，直接影响到蔬果品质和产量，给果蔬产业

和对外贸易带来巨大的经济损失［2］。由于其幼虫特

殊的为害方式和成虫强大的飞行和繁殖能力，导致

目前以化学防控和诱杀为主的防控效果有限，发生

危害面积逐年递增，亟需建立新的防治策略。其中

以生殖抑制为基础的防治策略，具有重要的潜在

价值［3］。

昆虫的消化系统中存在丰富多样的细菌群落，

在漫长的进化过程中，昆虫与肠道细菌相互影响，形

成了相互依存的共生关系［4］。已经证明，肠道细菌可

以调控昆虫寄主的发育、取食、生殖、耐药性等特

性［5-6］，且越来越多的研究表明，昆虫的肠道细菌对

其生殖和取食起着重要的调控作用。例如，寄主植

物饲养的褐飞虱与人工饲料饲养的褐飞虱肠道主要

菌群有明显的不同，且后者的卵巢和睾丸更加发

达［3］。与肠道菌群正常或先去除后回补肠道菌群的

亲代果蝇的雌性后代相比，去除肠道菌群的亲代果

蝇的后代中雌成虫生殖力更低［7］。同时，在果蝇中，

肠道微生物群可影响宿主的交配和繁殖行为，并对

后代的虫重产生跨代影响［8］。有研究表明，雌性橘小

实蝇取食添加分散泛球菌和阴沟肠杆菌的饲料后产

卵更多，但寿命更短，而喂食了添加粪肠球菌和产酸

克雷伯氏菌的饮食的雌性橘小实蝇寿命更长，但繁

殖力较低［9］。经抗生素处理后柑橘大实蝇的繁殖力

显著降低，而给柑橘大实蝇喂食添加了 3种细菌菌株

（肺炎克雷伯氏菌、布氏柠檬酸杆菌和分散泛菌）的

饲料时，雌性繁殖力显著提高［10］。Augustinos 等［11］

发现肠道细菌 Enterobacter sp. Cc_G_26可提高地中

海实蝇的蛹及成虫的生殖能力，并缩短饲养时间。

在南亚果实蝇中，已经发现肠道细菌对南亚果实蝇
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的发育有重要影响，且已分离筛选出对成虫具有显

著引诱活性的可培养菌株［12-13］。然而，南亚果实蝇

雌成虫的肠道微生物缺失对其生殖能力造成何种影

响，是否存在关键功能细菌仍未可知。

本研究首先通过抗生素清除细菌处理来验证肠

道细菌对南亚果实蝇雌成虫生殖力的调节作用，同

时分离筛选出肠道细菌中的优势菌株，进一步通过

“抗生素-菌落回补”处理验证该优势菌株对雌成虫

生殖力的调控作用与可能的调控机制，旨在阐明可

培养肠道优势细菌在维持南亚果实蝇生殖力中的重

要作用，并初步分析其调控机制。

1　材料与方法

1.1　供试昆虫

试验所用南亚果实蝇取自华中农业大学园艺与

城市昆虫研究所建立的实验种群，饲养方法如下：初

羽化成虫供给足够水分与人工饲料，饲养至性成熟，

将新鲜笋瓜放入笼中诱集产卵；幼虫在笋瓜内发育

至第 3龄老熟幼虫，待其自动跳入放置于笋瓜下的蛭

石中化蛹；待其全部化蛹后，使用孔径 1.7 mm筛网筛

出虫蛹，并转入新的虫箱中羽化；成虫转入养虫笼

（30 cm×30 cm×30 cm）内继续饲养，供给足够水分

与人工饲料（质量配比为酵母粉∶蔗糖=1∶1），每 3 d
更换 1 次；环境条件控制为温度 26~28 ℃，湿度

70%~80%，光周期L∶D为14 h∶10 h。
1.2　南亚果实蝇肠道解剖与肠道细菌分离

将试验所需的镊子、培养皿预先高温消毒。取

羽化 7 d 的南亚果实蝇雌成虫 50 头，放于 75% 乙醇

中消毒 3 min，用镊子将虫体放入灭菌纯水中搅动漂

洗，然后放入培养皿中，加入少许 PBS，并置于体视

镜下进行解剖；分离出完整的肠道，放入装有 1 mL 
PBS缓冲液的 1.5 mL EP管内，研磨均匀后用于肠道

细菌的分离培养。

将研磨样品按照标准的 10倍微生物溶液梯度稀

释方法分别稀释 105、106、107倍，并取各个稀释溶液

100 μL转移到LB固体培养皿上并涂抹均匀，于室温

28 ℃培养 24 h 后挑选最优稀释度，在每个培养皿随

机挑选 30~50个菌落，分别转移至新的LB固体培养

基上进行划线培养，挑取独立的单菌落，再转移至

LB液体培养基中培养 18~24 h，与无菌的甘油（终质

量分数为 25%）混匀后置于-80 ℃低温保存，用于后

期的菌种鉴定。

1.3　肠道细菌的分子鉴定

使用 LB 液体培养基培养获得的新鲜菌液进行

单菌落的菌液PCR，使用引物 27F （5′-AGAGTTT⁃
GATCCTGGCTCAG-3′） 和 1492R （5′-GGT⁃
TACCTTGTTACGACTT-3′）扩增 16S rDNA 序

列［14］；PCR 体 系 组 成 为 ： PrimeSTAR HS（Code 
R040Q； TaKaRa）20 μL、引物 27F与 1492R各 1 μL、

ddH2O 14 μL、DNA 裂解液（Code 9164； TaKaRa）
4 μL。通过生工生物工程（上海）股份有限公司进行

测序（Sanger法）获得PCR产物的DNA序列。

测序获得的 16S rDNA 序列通过 EzBioCloud 在

线分析工具（https：//www.ezbiocloud.net/identify）比

对 quality-controlled databases of 16S rDNA sequenc⁃
es ［15］，依据序列相似度对分离株进行初步鉴定；随后

通过MEGA 7（Pennsylvania State University）进行基

于最大似然法（1000 bootstrap replicates）的系统进化

发育分析，确定其属名［16］。

1.4　抗生素处理与肠道细菌回补试验

为了比较抗生素处理与肠道细菌回补效果，设

置抗生素处理组、肠道细菌回补组、对照组。3 组饲

养情况如下：

对照组：使用人工饲料+无菌水饲喂南亚果实

蝇雌成虫，按本文“1.1”所述方法正常饲养。

抗生素处理组：根据 Raza等［14］报道的抗生素组

合，通过预实验筛选出最佳的质量浓度组合为青霉

素 0.6 mg/mL+链霉素 1 mg/mL。进行抗生素处理

时，首先将初羽化南亚果实蝇雌成虫在本文“材料与

方法 1.1”所述方法正常人工饲料下饲养 5 d，随后转

移至正常人工饲料+抗生素无菌水的饲养条件下饲

养 5 d，再转移至正常人工饲料+无菌水的饲养条件

下饲养至试验结束，需每天更换新饲料与无菌水。

肠道细菌回补组：将初羽化南亚果实蝇雌成虫

在正常饲养条件下饲养 5 d，随后转移至正常人工饲

料+抗生素无菌水的饲养条件下连续饲养 5 d，再转

移至添加肠道细菌的人工饲料（每克人工饲料 100 
μL菌液）+无菌水的饲养条件下连续饲养至虫体死

亡，每天更换新饲料与无菌水。

1.5　产卵量、取食量与血淋巴氨基酸含量的检测

为测定雌成虫产卵量，将同一批次南亚果实蝇

雌雄虫分开后，初羽化雄成虫使用人工饲料+无菌

水饲养 13 d，初羽化雌成虫按照本文“材料与方法

1.4”中的不同处理饲养至 13 d，随后将 2对同一批次

的雌雄成虫转移到设置好的自制数卵器中，将笋瓜

116



第 2 期 丁鹏 等：可培养肠道细菌对南亚果实蝇生殖力的影响

置于数卵器底部吸引雌虫，每 2 d统计 1次产卵量，并

更换笋瓜和饲料，持续记录10 d数据。

取食量的检测方法参照Vijendravarma等 ［17］，具

体操作步骤为：饥饿处理南亚果实蝇雌成虫 12 h后，

使用添加 0.16% 食用亮蓝的液体人工饲料（3.33%
酵母浸出物和 10% 的蔗糖，121 ℃高压灭菌 20 min）
喂食雌成虫 30 min；取 5头取食后的雌成虫，转移到

装有 1 mL PBS 和 10 粒钢珠（直径 2 mm）的 2 mL
离心管内，在研磨仪（JXFSTPRP-L，上海净信实业

发展有限公司）中研磨 60 s，研磨频率为 60 Hz；4 ℃、

12 000 r/min 离心 2 min，将 900 μL 上清液转移至新

离心管，并加水至 1.5 mL，混匀；再 4 ℃、12 000 r/min 
离心 2 min，吸取 100 μL上清液至 96孔板，在多功能

酶标仪（Infinite® M200， Tecan）上测定染料含量，即

633 nm波长下吸光值（OD633）；通过吸光值大小来比

较不同处理之间取食量的差异。

血淋巴总氨基酸浓度测定使用基于比色法（650 
nm）的总氨基酸测定试剂盒（A026-1-1，南京建成生

物工程研究所）并参照使用说明书完成。

1.6　数据分析

本研究所有试验设置 5个生物重复，试验数据均

表示为“平均值±标准差”。统计分析使用 SPSS
（Version 22.0）完成；对于 2个独立样本，其均值比较

采用 Student’s t-test；对于不同处理组之间比较（单

因素多水平比较）采用单因素方差分析（one-way 
ANOVA， post-hoc Tukey’s honestly significant dif⁃
ference test）；显著性检验水平为 α =0.05。采用

GraphPad Prism 5.0软件作图。

2　结果与分析

2.1　清除肠道细菌对南亚果实蝇雌成虫的生殖、

取食、营养的影响

抗生素处理 5 d后，南亚果实蝇雌成虫的肠道细

菌数量显著降低至无抗生素对照组的 5.99% （P<
0.05， Student’s t-test； 图 1A），表明抗生素成功清除

了绝大部分的肠道细菌。进一步检测结果显示：抗

生素处理组的南亚果实蝇雌成虫的总产卵量、取食

量和血淋巴游离氨基酸含量分别显著降低为对照

组的 34.9%、43.2% 和 60.8%（P<0.05， Student’s 
t-test； 图 1B~D），表明肠道细菌对南亚果实蝇雌成

虫的生殖力、取食能力乃至营养状态具有显著的调

控作用。

2.2　可培养肠道细菌的分离与分子鉴定

对平板分离培养获得的 196 个单菌落进行菌落

形态、16S rDNA 片段序列的 EzBio Cloud 在线分析

和系统进化分析，结果发现 196个单菌分别属于变形

菌门 Proteobacteria（75.93%）和厚壁菌门 Firmicutes
（24.08%）的 9种菌株，包括 6个属，其中主要菌属为

肠球菌属 Enterococcus（58.34%）、肠杆菌属 Entero⁃
bacter（17.60%）、芽孢杆菌属 Bacillus（17.59%）（表

1）。而在所有可培养菌株中，丰度最高的是 ZYY 2-

97（57.41%）和 ZYY 1-83（17.59%），分别隶属于肠

球菌属和芽孢杆菌属（图2）。其余7种菌株的物种鉴

定结果见表1。
2.3　可培养优势菌对南亚果实蝇雌成虫的生殖、

取食、营养的影响

与正常对照（CK）相比，抗生素清除肠道细菌后

（抗生素组）南亚果实蝇雌成虫的总产卵量、取食量

和血淋巴氨基酸含量皆显著降为对照组的 31.00%、

62.24% 和 59.69%（P<0.05， post-hoc Tukey’s hon⁃

* 表示在抗生素组和对照组之间具有显著差异（P<0.05）。* Indicated the significant difference between antibiotics treatment and CK.
图1 抗生素处理下南亚果实蝇雌成虫肠道细菌数量（A）、产卵量（B）、取食量（C）和血淋巴氨基酸含量（D）

Fig.1 The abundance of intestinal bacteria （A）， oviposition （B）， food consumption （C）， and haemolymph amino 
acid contents （D） of female adults of Zeugodacus tau after the antibiotic-treatment
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图2 基于ZYY 2-97 （A）、ZYY 1-83 （B）及其相关菌种的16S rDNA 序列的系统进化树

Fig. 2 Phylogenetic analysis based on partial 16S rDNA sequence of ZYY 2-97 （A）， 
ZYY 1-83 （B） and other homologous bacterial strains
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estly significant difference test；图3~5）。

而回补 ZYY 2-97和 ZYY 1-83后，雌成虫每 2 d

的产卵量均显著高于清除肠道细菌的抗生素组，同

时绝大多数情况下显著低于对照组（除了回补 ZYY 
1-83 组在第 17 天和第 21 天的产卵量与对照组无显

著差异）（图 3A）；而回补 ZYY 2-97 和 ZYY 1-83 组

的总产卵量分别显著恢复至对照的 75.00% 和

86.98%，且回补ZYY 1-83组的总产卵量显著高于回

补 ZYY 2-97 组（图 3B）（P<0.05， post-hoc Tukey’s 
honestly significant difference test）；在取食量指标上，

回补ZYY 2-97和ZYY 1-83后雌成虫的取食量水平

均显著高于清除肠道细菌的抗生素组（P<0.05， 
post-hoc Tukey’s honestly significant difference 
test），分别恢复至对照的 117.53% 和 117.85%，但与

对照均无显著差异（P>0.05， post-hoc Tukey’s hon⁃
estly significant difference test）（图4）。

不同小写字母表示在不同处理组之间具有显著差异（P < 0.05）。Different lowercase letters denote significant differences between differ⁃
ent treatments （P < 0.05）.

图3 回补ZYY 2-97和ZYY 1-83后南亚果实蝇雌成虫日产卵量（A）和总产卵量（B）
Fig. 3 The daily （A） and total laid eggs（B） of female adults of Z. tau after the supplementation of ZYY 2-97 and ZYY 1-83

图4 回补ZYY 2-97和ZYY 1-83后
南亚果实蝇雌成虫取食量

Fig. 4 Food consumption of female adults of Z. tau

 after the supplementation of ZYY 2-97 and ZYY 1-83

图5 回补ZYY 2-97和ZYY 1-83后南亚果实

蝇雌成虫血淋巴氨基酸含量

Fig. 5 Amino acid contents of female adults of Z. tau af⁃
ter the supplementation of ZYY 2-97 and ZYY 1-83

表1　可培养菌的基本信息

Table 1　Basic information of the cultivated bacterial strains

菌株 Strain

ZYY 1--30

ZYY 1--69

ZYY 1--83

ZYY 2--97

ZYY 2--67

ZYY 3--21

ZYY 3--13

ZYY 3--29

ZYY 3--30

占比/% 
Proportion

0.93

3.70

17.59

57.41

0.93

1.85

7.41

9.26

0.93

基因序列号
Genbank 
number

ON428671

ON428672

ON428673

ON428674

ON428675

ON428676

ON428677

ON428678

ON428679

门 Phylum

Proteobacteria

Proteobacteria

Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

属 Genus

Kluyvera

Providencia

Bacillus

Enterococcus

Enterococcus

Citrobacter

Enterobacter

Enterobacter

Enterobacter
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相似地，回补 ZYY 2-97 和 ZYY 1-83 后雌成虫

的血淋巴氨基酸水平均显著高于抗生素组（P<
0.05， post-hoc Tukey’s honestly significant differ⁃
ence test），分别恢复至对照的 94.80% 和 87.81%，但

与对照均无显著差异（P>0.05， post-hoc Tukey’s 
honestly significant difference test）（图5）。

以上结果表明，优势可培养菌株 ZYY 2-97 和

ZYY 1-83对于南亚果实蝇雌成虫的生殖、取食行为

以及营养状态都具有显著的调控作用。

3　讨 论

本研究分离培养的南亚果实蝇雌成虫可培养肠

道微生物分别隶属于厚壁菌门（75.92%）和变形菌门

（24.08%），其 中 肠 球 菌 属（58.3%）、肠 杆 菌 属

（17.60%）、芽孢杆菌属（17.59%）为优势菌属。这与

对其他南亚果实蝇或其他实蝇相关的研究结果有一

定差异［12-13，15］。例如，Luo 等［13］从雌性和雄性南亚

实蝇肠道中培养分离得到的优势菌群为变形菌门；

Khan 等［18］从孟加拉国的雌性南亚果实蝇成虫中肠

中分离并鉴定的 8个细菌属也都属于变形菌门。该

差异可能是由于在不同饲养条件和环境下实蝇成虫

肠道菌群结构变异较大造成的［19］。

本研究发现抗生素清除雌成虫的肠道细菌之后

南亚果实蝇雌成虫的取食量、氨基酸含量和产卵量

均显著下降，这表明肠道细菌对于南亚果实蝇雌成

虫的生殖能力具有重要的调节作用，且可能是通过

影响取食从而调节营养状态（氨基酸的吸收与转化）

而实现。在其他的实蝇害虫中也有类似的发现。例

如，Goane 等［20］通过添加抗生素清除雌性南美按实

蝇（Anastrepha fraterculus）的肠道细菌会显著抑制其

生殖力，且与蛋白质和脂质储备的减少有关。在南

亚果实蝇中，抗生素清除幼虫的肠道微生物后也显

著影响了雌成虫的卵巢发育［21］。我们的研究结果也

证明了肠道细菌可以通过调控南亚果实蝇的取食行

为和营养状态，从而影响其生殖能力。综合这些现

象，我们推测在实蝇类害虫中这种基于“肠道细菌-
宿主取食与营养-宿主生殖力”的调控机制是普遍存

在的。

通过抗生素清除后菌株回补试验证明肠道菌群

优势菌株Enterococcus sp. ZYY 2-97 （57.41%）、 Ba⁃
cillus sp. ZYY 1-83 （17.59%）都可以显著恢复南亚

果实蝇雌成虫的生殖力、取食能力和营养状态，表明

这 2个菌株在维持南亚果实蝇雌成虫正常取食和营

养状态进而维持其生殖力的过程中发挥了重要作

用。类似的现象也已在其他昆虫中得到证实。例

如，包括肠球菌在内的肠道细菌可以影响鳞翅目昆

虫的消化酶活力［22-23］。接种肠球菌FAW 2-1的草地

贪夜蛾（Spodoptera frugiperda）幼虫在斑豆饲料中表

现出虫重增加等更好的营养状况［24］。此外，还有研

究者从柚干褐天牛（Stromatium barbatum）肠道细菌

中鉴定出芽孢杆菌属、肠球菌属、短杆菌属等细菌，

并发现它们表现出蛋白水解酶、淀粉酶、纤维素酶、

果胶酶和脂肪酶活性［25］。因此我们推测，肠球菌以

及芽孢杆菌菌群在南亚果实蝇的肠道中对营养大

分子物质进行分解，有利于实蝇对营养物质的吸

收，为生殖发育提供充足的营养。未来进一步分析

这 2个菌株发酵雌成虫食物的能力及其发酵产物的

营养成分，将有助于探究该菌株调控南亚果实蝇生

殖力的机制。

本研究筛选出了对南亚果实蝇雌成虫的生殖力

具有重要作用的优势可培养菌株 ZYY 2-97和 ZYY 
1-83，然而根据 16S rDNA 序列仅能将其鉴定到属，

不能鉴定到种。在未来，还需要进一步通过测定生

化指标进行菌种鉴定。对于Bacillus属菌种，也可以

通过 gyrA （DNA gyrase subunit A）序列进行物种

鉴定［26］。

综上所述，本研究证明了肠道细菌对于维持南

亚果实蝇雌成虫的正常取食、营养状态和生殖力都

具有重要作用，而在可培养细菌中，隶属于肠球菌属

和芽孢杆菌属的优势菌株在其中发挥了关键作用。

该结果可为深入研究“肠道细菌-宿主营养-宿主生

殖”的调控机制提供重要的可培养菌株和宿主体系，

不仅有利于对该调控机制的深入探索，也为基于肠

道微生物调控的实蝇类害虫绿色防控新策略提供了

理论基础。
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Effect of culturable intestinal bacteria on fecundity 
of Zeugodacus tau （Walker）

DING Peng1,LIU Chongmin2,SUN Zuoheng2,CHEN Wen2,
SHEN Hantao2,ZHANG Hongyu1,ZHANG Zhenyu1,YUAN Yimin2

1.College of Plant Science and Technology， Huazhong Agricultural University， Wuhan  430070， China；
2.School of Environmental Design， Wuhan Design and Engineering College， Wuhan 430205， China

Abstract To identify the dominant strains in the intestinal tract in female adults of the quarantine 
fruit fly pest， Zeugodacus tau （Walker）， and their effects on feeding ability， nutritional status and fecundi⁃
ty， here traditional microorganism isolation and molecular identification techniques were use to isolate and 
identify the culturable bacteria， and then antibiotic treatment and intestinal dominant strains supplementa⁃
tion were carried out to detect the intake， hemolymph amino acid content and egg production of Z. tau.The 
results indicated that the elimination of intestinal bacteria significantly reduced the oviposition， food intake 
and hemolymph amino acid content of female adult fruit flies to 34.9%， 43.2% and 60.8% of the control 
（without antibiotic treatment） levels.Subsequently， 9 cultivable strains were isolated and identified as Pro⁃
teobacteria and Firmicutes， and are mainly distributed in the genera of Enterococcus， Enterobacter and Ba⁃
cillus. The dominant strains were Enterococcus sp. ZYY 2-97 （57.41%） and Bacillus sp. ZYY 1-83 
（17.59%）. In addition， after supplemented with ZYY 2-97 and ZYY 1-83 strains， the total fecundity of 
the female adults were significantly recovered to 75.00% and 86.98% of the control level， and the food in⁃
take were significantly recovered to 117.53% and 117.85% of the control level， respectively.Meanwhile， 
the amino acids contents in hemolymph were recovered to 94.80% and 87.81% of the control level. Our 
findings demonstrated that the intestinal bacteria could affect the fecundity of Z. tau by regulating the feed⁃
ing capacity and nutritional status of the female adults， and the dominant culturable strains play a key role 
in this process.

Keywords Zeugodacus tau；intestinal microorganisms；culturable bacteria；fecundity；feeding ability；
nutritional status； green prevention and control
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